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妥布霉素糖基转移酶基因狋狅犫犕２的研究
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摘要：为探索妥布霉素生物合成过程中糖基转移的作用，对糖基转移酶基因狋狅犫犕２进行了阻断研究．以妥布

霉素生物合成基因簇为模板，构建了同源重组质粒ｐＭＢ４，通过接合转移将质粒ｐＭＢ４导入黑暗链霉菌Ｔｔ

４９，然后利用红霉素抗性筛选并经ＰＣＲ验证，获得了一株基因狋狅犫犕２被阻断的工程菌ＴＷ４０２．发酵及代谢产

物分析结果表明：工程菌总效价略有下降，约为出发菌株的８５％．ＴＬＣ检测与质谱分析显示，工程菌ＴＷ４０２

主产安普霉素，并积累中间产物尼泊拉胺．犜狅犫犕２转化尼泊拉胺生成妥布霉素，狋狅犫犕２基因的缺失阻断了妥

布霉素的生物合成，获得一株主产安普霉素工程菌．
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０　引言

　　妥布霉素是临床上广泛使用的广谱抗生素，

主要用于治疗革兰氏阴性菌引起的严重感染，其

工业化生产菌株黑暗链霉菌还可生产安普霉素、

氨甲酰妥布霉素和氨甲酰卡那霉素Ｂ等复合物．

妥布霉素与卡那霉素、庆大霉素结构相似，均为

４，６双取代２脱氧链霉胺类抗生素，其生物合成

途径均涉及两步糖基转移．随着链霉菌遗传操作

技术发展，黑暗链霉菌次级代谢产物生物合成基

因的相关研究也取得一定突破，妥布霉素与安普

霉素的生物合成基因簇相继被克隆出来，并证实

了两条基因簇是独立存在的，部分基因功能也得

到证实［１４］．倪现朴
［５］通过阻断安普霉素生物合成

基因簇中的犪狆狉Ｄ４基因，证明犪狆狉Ｄ４同时参与安

普霉素与妥布霉素生物合成过程中３′位脱氧．林

玉双等［６］敲除妥布霉素生物合成基因狋狅犫犛１犆，
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阻断了妥布霉素的生物合成，获得一株定向合成

安普霉素的工程菌 Ｔ１０６．李辉
［７］通过敲除基因

狋狅犫犣和狋狅犫犔，证明狋狅犫犣为氨甲酰磷酸合成酶基

因，参与妥布霉素６″氨甲酰化作用，而敲除基因

狋狅犫犔的菌株仍然能够合成氨甲酰妥布霉素，由此

认为狋狅犫犔不参与妥布霉素的氨甲酰化过程．

在妥布霉素生物合成过程中，理论推测第１

个糖基转移酶基因狋狅犫犕１编码ＵＤＰＤ葡萄糖转

移酶，将Ｄ葡萄糖转移至２脱氧链霉胺形成巴龙

霉胺．第２个糖基转移酶基因狋狅犫犕２编码６葡萄

糖转移酶，负责催化巴龙霉胺到卡那霉素Ｃ的糖

基转移，而卡那霉素Ｃ是合成卡那霉素Ｂ和妥布

霉素的前体．Ｆ．Ｆｌｅｔｔ等
［８］通过将卡那链霉菌中推

测的生物合成基因组合到委内瑞拉链霉菌中异源

表达，提出了卡那霉素生物合成两条平行途径，其

分支点由糖基转移酶底物支配，并使用含有

狋狅犫犕２的黑暗链霉菌无细胞提取液与尼泊拉胺一

起培养，证实狋狅犫犕２可以催化尼泊拉胺形成妥布

霉素．本文在黑暗链霉菌中对妥布霉素糖基转移

酶基因狋狅犫犕２进行阻断研究，探索其是否存在其

他功效，以此进一步证实狋狅犫犕２基因的功能．

１　材料与方法

１．１　材料

１）质粒与菌株．克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ购自宝生

物工程（大连）有限公司，质粒ｐＭＥ１２（含红霉素抗

性基因犲狉犿犈）、温敏型穿梭载体ｐＫＣ１１３９
［９］为本实

验室保存．质粒克隆宿主菌犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０，抗生素微

生物检定菌枯草芽孢杆菌，大肠杆菌—链霉菌属间

接合转移供体菌犈．犮狅犾犻ＥＴ１２５６７（ｐＵＺ８００２）
［１０］为

本实验室保存．出发菌株黑暗链霉菌Ｔｔ４９为本

实验室选育［１１］．

２）培养基与抗生素．黑暗链霉菌菌丝体生长

使用ＹＥＭＥ培养基，接合转移使用 ＭＳ培养基，

斜面培养基、种子培养基以及发酵培养基参照文

献［１２］．抗生素微生物检定培养基Ⅰ参照２０１０版

《中华人民共和国药典》，大肠杆菌培养使用ＬＢ

培养基，各培养基根据需要添加相应的抗生素．本

研究使用的抗生素的质量浓度分别为：氨苄青霉

素１００μｇ／ｍＬ，卡那霉素２５μｇ／ｍＬ，氯霉素２５

μｇ／ｍＬ，安普霉素５０μｇ／ｍＬ，红霉素５０μｇ／ｍＬ，萘

啶酮酸２５μｇ／ｍＬ．

３）试剂与工具酶．限制性核酸内切酶、小牛肠

碱性磷酸酶（ＣＩＡＰ）、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、ＴａｑＤＮＡ

聚合酶、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ和ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ均购自宝

生物工程（大连）有限公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂

盒、ＲＮａｓｅＡ酶和溶菌酶购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；其他常规试剂为分析纯．

１．２　方法

１）引物设计．以妥布霉素生物合成基因簇

（ＧｅｎｅＢａｎｋ：ＡＪ８１０８５１）为模板，利用生物信息学

软件ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ设计两对引物扩增狋狅犫犕２基因

上下游序列作为同源交换臂：Ｐ１和Ｐ２用于扩增

上游交换臂 Ｍ２１，Ｐ３和Ｐ４用于扩增下游交换臂

Ｍ２２．设计引物Ｐ５和Ｐ６，Ｐ７和Ｐ８用于狋狅犫犕２基

因阻断突变株的筛选与鉴定．所有引物由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成，引物位置与扩

增片段长度如图１所示，引物序列及其限制性酶

切位点见表１．

图１　质粒狆犕犅４与犜狋４９基因组犇犖犃同源重组示意图

０４
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表１　本研究所用引物及其酶切位点

引物 序列 限制酶

Ｐ１ ５′ＧＡＡＴＴＣ ＣＣＡＴＧＣＴＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣ３′犈犮狅ＲⅠ

Ｐ２５′ＴＣＴＡＧＡ ＡＧＡＡＣＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧＣＣＡ３′ 犡犫犪Ⅰ

Ｐ３ ５′ＴＣＴＡＧＡ ＣＧＧＡＣＣＡＧＣＴＣＡＣＧＧＡＣＡ３′ 犡犫犪Ⅰ

Ｐ４５′ＡＡＧＣＴＴ ＧＡＧＣＡＧＧＧＡＧＴＧＧＴＧＧＡＣ３′犎犻狀ｄⅢ

Ｐ５ ５′ＴＧＡＧＧＡＧＡＴＣＡＣＧＡＣＣＧＡＧＧ３′

Ｐ６ ５′ＣＡＣＣＡＧＴＴＣＣＧＡＣＴＣＧＴＣＧＴ３′

Ｐ７ ５′ＡＣＧＣＣＧＡＡＣＴＧＣＴＣＡＡＣＡ３′

Ｐ８ ５′ＡＴＧＴＣＧＧＴＧＴＣＧＣＴＣＡＴＣＴＧ３′

　　２）ＤＮＡ分子操作．ＰＣＲ、质粒ＤＮＡ抽提、大

肠杆菌感受态细胞的制备、酶切、酶连和转化等常

规分子克隆操作参照文献［１３］．黑暗链霉菌基因

组ＤＮＡ提取和接合转移参照文献［１２］．

３）发酵及产物提取分析．选取产孢丰富的优

质斜面，刮取适量孢子接于５０ｍＬ种子培养基，在

２８０ｒ／ｍｉｎ和３７℃下振荡培养１８～２０ｈ；以１０％的

接种量接种于５０ｍＬ发酵培养基，在２８０ｒ／ｍｉｎ和

３７℃下振荡培养４～５ｄ放瓶．发酵液生物效价测

定参照２０１０版《中华人民共和国药典》，发酵产物

提取精制参照文献［１４］．精制产品采用硅胶ＧＦ２５４

薄层层析检测，展开剂为正丙醇 甲醇 ２５％氨水

（２∶２．５∶２．３，体积比）
［１５］．采用安捷伦６５２０四极

杆 飞行时间质谱仪进行组分的精确测定，数据分

析软件为ＡｇｉｌｅｎｔＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ（Ｂ．０４．００）．

２　结果与分析

２．１　重组质粒狆犕犅４的构建

以黑暗链霉菌 Ｔｔ４９基因组 ＤＮＡ 作为模

板，利用引物Ｐ１／Ｐ２扩增上游交换臂 Ｍ２１（２０２４

ｂｐ），Ｐ３／Ｐ４扩增下游交换臂 Ｍ２２（２００４ｂｐ）．将

交换臂 Ｍ２１和 Ｍ２２分别克隆至ｐＭＤ１９Ｔ载体，

得到质粒ｐＭＢ１和ｐＭＢ２．质粒ｐＭＢ１经（犈犮狅Ｒ

Ⅰ／犡犫犪Ⅰ）双酶切，电泳回收 Ｍ２１片段；质粒

ｐＭＢ２经（犡犫犪Ⅰ／犎犻狀ｄⅢ）双酶切，电泳回收Ｍ２２

片段；穿梭载体ｐＫＣ１１３９经（犈犮狅ＲⅠ／犎犻狀ｄⅢ）双

酶切后，电泳检测回收长片段．将回收的３个片段

进行酶连，再转化至犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０感受态细胞，经

筛选阳性克隆后获得质粒ｐＭＢ３．

用犈犮狅ＲⅠ单酶切质粒ｐＭＥ１２，回收红霉素

抗性基因；同样用犈犮狅ＲⅠ单酶切质粒ｐＭＢ３，回

收长片段，将两个回收片段酶连，转化至犈．犮狅犾犻

Ｔｏｐ１０感受态细胞，经筛选阳性克隆后获得重组

质粒ｐＭＢ４（图２）．

图２　重组质粒狆犕犅４图谱

　　对重组质粒ｐＭＢ４进行酶切验证，根据质粒

图谱分析表明，ｐＭＢ４经 犎犻狀ｄⅢ单酶切后得到

５１７５ｂｐ和７０２２ｂｐ２条带；经（犡犺狅Ｉ／犅犪犿ＨＩ）

双酶切后得到１０２３８ｂｐ和１９５９ｂｐ２条带．酶切

电泳检测见图３，其值均与理论值吻合，由此证明

构建的重组质粒确为ｐＭＢ４．

Ｍ．λ犈犮狅Ｔ１４ＩｄｉｇｅｓｔＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＭＢ４／

犎犻狀ｄⅢ；２．ｐＭＢ４ＸｈｏＩ／犅犪犿ＨＩ

图３　重组质粒狆犕犅４的酶切电泳检测

２．２　接合转移与单交换突变株的筛选

将重组质粒ｐＭＢ４转化至犈．犮狅犾犻ＥＴ１２５６７

（ｐＵＺ８００２），得到接合转移供体菌犈．犮狅犾犻ＥＴ１２５６７

（ｐＵＺ８００２／ｐＭＢ４）．选取长势良好的黑暗链霉菌

Ｔｔ４９孢子斜面，将其制备成孢子悬液作为接合

转移受体菌．参照接合转移方法将供体菌与孢子

悬液按１∶１体积混合，梯度稀释涂布于 ＭＳ培养

基，于３７℃培养１８～２０ｈ，用８００μＬ含红霉素和

萘啶酮酸水溶液（终浓度分别为５０μｇ／ｍＬ和２５

μｇ／ｍＬ）覆盖，然后继续培养３～４ｄ，直到长出接

合子．

质粒ｐＭＢ４为温敏型自杀重组质粒，培养温

度高于３４℃时，该质粒不能在黑暗链霉菌中自主

１４
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复制．在红霉素作用下，只有将质粒ｐＭＢ４整合

至Ｔｔ４９基因组的接合子它才能生长．选取一株

长势较好的接合子，根据同源重组示意图（图１），

设计引物Ｐ５／Ｐ６对其基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ验

证，如图４所示．电泳检测到有１９３３ｂｐ和７２１ｂｐ

两条带，与理论值相符，由此可证明其为单交换突

变株，命名为黑暗链霉素菌ＴＷ４０１．

２．３　犜狅犫犕２基因阻断突变株的筛选与验证

由于单交换菌株 ＴＷ４０１仍含有同源片段，

易发生第２次同源重组，形成狋狅犫犕２被阻断的双

交换突变株或回复突变株；因此，将菌株ＴＷ４０１

转接至斜面培养基，连续培养２代后分离单菌落，

影印到含红霉素抗性平板和无抗生素的平板上．

培养后，筛选得到９株在添加红霉素的平板上不

生长而在无抗生素的平板上生长的红霉素敏感菌

株，这些红霉素敏感菌株可能为双交换突变株也

可能为回复突变株．根据同源重组示意图（图１），

可利用引物Ｐ５／Ｐ６进行ＰＣＲ验证，回复突变株

ＰＣＲ产物只有１９３３ｂｐ１条带，双交换突变株的

ＰＣＲ产物只有７２１ｂｐ１条带．

经ＰＣＲ 筛选，将得到一株 ＰＣＲ 产物只有

７２１ｂｐ１条带的菌株，初步确认为是狋狅犫犕２基因

阻断突变株．为进一步确认，设计引物Ｐ７／Ｐ８进

行ＰＣＲ鉴定，电泳检测ＰＣＲ产物只有４７２７左右

的１条带，与理论值相符，电泳检测见图４．经测

序比对，确定该菌株即为狋狅犫犕２基因缺失突变

株，命名为黑暗链霉素菌ＴＷ４０２．

Ｍ．ＤＬ５０００ｂｐ；１．ＴＷ４０１／Ｐ５／Ｐ６；２．ＴＷ４０２／Ｐ５／Ｐ６；

３．Ｔｔ４９／Ｐ５／Ｐ６；４．ＴＷ４０２／Ｐ７／Ｐ８

图４　工程菌基因组犇犖犃犘犆犚产物电泳图

２．４　犜犠４０２菌株的发酵与产物分析

在相同条件下，对工程菌 ＴＷ４０２和出发菌

Ｔｔ４９进行５次摇瓶发酵．对发酵液初步处理后，

进行抗生素效价测定，结果得到工程菌 ＴＷ４０２

总效价均值为３５００Ｕ／ｍＬ，约为Ｔｔ４９的８５％．

对出发菌Ｔｔ４９和工程菌ＴＷ４０２的发酵产

物提取后，进行 ＴＬＣ分析，结果见图５，出发菌

Ｔｔ４９的发酵产物显示有３个主斑点，其中２个

斑点颜色较深，分别为氨甲酰妥布霉素和安普霉

素，较浅的斑点组分为妥布霉素；而工程菌

ＴＷ４０２只检测到安普霉素斑点．

采用 ＭＳ对Ｔｔ４９和ＴＷ４０２的发酵产物进

行精确测定，结果见图６．Ｔｔ４９检测到３个组分，

分别为妥布霉素（犿／狕４６８．２７０３）、氨甲酰妥布霉

素（犿／狕５１１．２７６５）和安普霉素（犿／狕５４０．２９２２）；

工程菌ＴＷ４０２检测到犿／狕５４０．２８３４的安普霉

素分子离子峰和犿／狕２７０．６４５１的安普霉素二价

离子峰，以及犿／狕１６３．１０６４和犿／狕３０７．１９５４分

子离子峰，分别为中间产物２脱氧键霉胺（２

ＤＯＳ）与尼泊拉胺，但未检测到预期的巴龙霉胺分

子离子峰．

１．Ｔｔ４９；２．ＴＷ４０２；３．安普霉素标准品；４．妥布

霉素标准品

图５　工程菌犜犠４０２代谢产物的犜犔犆分析

图６　工程菌犜犠４０２代谢产物的 犕犛分析

２４



　第１期 温淑平，等：妥布霉素糖基转移酶基因狋狅犫犕２的研究

３　讨论与结论

本研究对黑暗链霉菌Ｔｔ４９中妥布霉素生物

合成基因簇上的糖基转移酶基因狋狅犫犕２进行框

内敲除，获得工程菌 ＴＷ４０２．工程菌 ＴＷ４０２主

要产物安普霉素，与出发菌Ｔｔ４９相比，其生长性

状并无明显差异．对菌株 ＴＷ４０２的发酵产物进

行分析发现，其效价略有下降，约为３５００Ｕ／ｍＬ．

与之前林玉双［６］敲除狋狅犫犛１犆 的工程菌Ｔ１０６相

比，工程菌ＴＷ４０２发酵单位稍高一些，这可能是

因为菌株Ｔ１０６基因缺失片段长度（２４８４ｂｐ）比

菌株ＴＷ４０２长，基因破坏较大，影响了突变株总

体发酵水平．就此而言，ＴＷ４０２更适合作为具有

生产潜力的安普霉素工程菌．

此外，经 ＭＳ检测发现，工程菌发酵产物含有

尼泊拉胺，且妥布霉素生物合成完全被阻断．由

此，可以认为狋狅犫犕１基因编码的糖基转移酶不能

替代狋狅犫犕２催化巴龙霉胺生成卡那霉素Ｃ，并且

巴龙霉胺可经Ｃ６′位转氨合成，再经Ｃ３′位脱氢，

合成尼泊拉胺，最后经狋狅犫犕２糖基转移形成妥布

霉素．早期推测的在妥布霉素生物合成过程，中巴

龙霉胺先形成假三糖，然后对Ｃ６′和Ｃ３′位进行修

饰，再经Ｃ６′转氨形成卡那霉素Ｂ．本研究根据前

人及本文的实验结果，对黑暗链霉菌中妥布霉素

生物合成途径进行重新梳理，推测出了一条新的

妥布霉素生物合成平行途径，如图７所示．

图７　新推测的妥布霉素的生物合成平行途径

３４
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